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La presente invention conceme un nouveau procede de production de 
steroides hydroxyles ou/et acetyles par fermentation de levures.. 

Les steroides, notamment les steroides derives du cholesterol, sont 
imphques dans de nombreux processus physiologiques parmi lesquels on peut citer la 
regulate des taux de glucides et cholesterol- dans la circulation sanguine, le maintien 
^developpement de ,a masse musculaire, le developpement du systeme nerveux 

Parmi les inconvenients observes en cas de dereglement des taux de 
steroides circulants, on peut citer le declenchement eventuel de maladies auto- 
unmunes. telles le lupus, de certains cancers, par exemple le cancer du sein de 
maladies cardiovasculaires, par exemple 1'atherosclerose. Des problemes de regulation 
de steroides sont egalement soupcpnnes dans le cas du declenchement de certaines 
maladies neurologiques tels les maladies de,Parkinson ou d'Alzheimer. 

Les etudes realisees, notamment par le Professeur Baulieu, sur la 
dehydroepiandrosterone ou DHEA ont montre 1'importance des steroides, notamment 
des neurosteroides, dans le developpement du systeme nerveux central mais egalement 
impact possible de ce type de steroides dans tous les processus connexes, y compns 

m9-4WlT ^ VieilHSSement (BaUUeU 6t RObd ' 1998 ' Pr ° C - Natl - Acad - Sci-, 95, 

II est done particulierement interessant de pouvoir disposer de nouveaux 
derives steroidiques, notamment de la famille des neurosteroides, qui sont impliques 
dans untres grand nombrede processus physiologiques. ' 

C'est precisement Tun des objets de la presente invention, a savoir la mise 
au point d'un procede pennettant I'acces a de nouveaux derives steroicliques 
notamment des neurosteroides, et ce par des methodes de fermentation qui autorisent' 
des specfictes elevees, de meme que des rendements de production importants. 

Les procedes selon la presente invention peuvent d'ailleurs etre utilises 
afin d obtenir des steroides dont ,a structure est egalement connue mais qui, jusqu'ici 
etaient difficilement accessibles par des procedes commercialement acceptables 
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La presente invention repose sur la mise en evidence du fait que les levures 
sont capables de convertir biologiquement, ou bioconvertir, des steroides precurseurs 
en produisant des steroides hydroxyles et/ou acetyles divers, lesquels peuvent bien 
entendu, si cela est necessaire, etre ensuite modifies sur de telles fonctions 
5 particulierement reactives. 

C'est pourquoi la presente invention concerne notamment un procede de 
production de steroides hydroxyles et/ou acetyles comprenant les etapes selon 
lesquelles : 

• on cultive des levures sur un milieu comprenant au moins un precurseur 
1 0 de tels steroides hydroxyles et/ou acetyles, puis 

• on isole les steroides hydroxyles et/ou acetyles du milieu apres 
bioconversion, 

ledit procede etant caracterise en ce que lesdites levures sont des levures transformees 
de fa?on a exprimer le produit du gene Cyplb. 

15 La levure possede naturellement une activite enzymatique d'acetylation 

codee par le gene atf2, et une activite enzymatique de deshydrogenation codee par le 
gene yill24w. 

L'enzyme codee par le gene atf2 (dont la sequence et l'activite sont 
decrites dans Cauet et a L, 1999, Eur. J. Biochem., 261, 317-324 et dans la demande de 

20 brevet fran9ais FR2774393 ou a l'adresse http://genome-www.stanford.edu/ 
Saccharomyces) est l'acetyle coenzyme- A-pregnenolone-acetyle transferase, ci-apres 
denommee « APAT ». Cette enzyme permet l'esterification, et plus particulierement 
l'acetylation, d'un precurseur steroidien tel que par exemple un A 5 - ou A 4 -3p- 
hydroxysteroide, tel que la pregnenolone, la 17-hydroxy pregnenolone, la 

25 dehydroepiandrosterone (DHEA), ou la 4-pregnene-3pol-20-one, par exemple. De 
maniere preferee, cette esterification est realisee au niveau de la fonction OH en 
position 3 d'undit precurseur. L' expression de cette activite dans les levures permet par 
consequent l'obtention de derives de precurseurs steroidiens acetyles, en tout ou en 
partie. De meme il est possible de prjoteger chimiquement tout ou partie des fonctions 

30 OH du precurseur incorpore au milieu de culture de maniere a ce que la reaction 
d'acetylation ne puisse pas se produire sur tout ou partie desdites fonctions. De telles 
methodes de protection sont bien connues et consistent par exemple en l'addition de 
silane, en la modification en fonction ester,... Toutefois, selon un mode de realisation 
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particular de la presente invention decrit d »„- •, 

- souohes de levure depouJTlw v ' ™>™ 

: o, am ne„, ce ,,e S d. rited i™:v ( ^:iT; ti r ^ w,es *" 

dans la demande de breve, francais FR277 393 i , , ' 3I7 " 324)OU 

5 *re de fences dans ,a present demande CM,enUS — 4 

-e, jest rr; sr ^ * — * - 

chromosome DC, aux co„„. • teenmnee. D est localise sur le 

e tA, aux coordonnees 126204 a 127007 <;„ . 

10 ™ te * ''"omme de Par. dan, la base ^e donnl " 

-tuee, par exemple, a Padresse htto /aT 8 6 * 
-vaux de ,a presente invel^^^T^ ^ " «* 

~ possede une ^1 *" " ^ ~ » 

> (17BDH; Wuetal 1993 J Bin. IeS raa ™*tferes 

P.us specifi q uemen, ia 2ldeT' f ' 29 ™ 9) - ^ "** **> 

ou apres modification cbimi q „e . ^ ^ 
q-e la DHEA, par exemnle P ° e ' 1a ' nS P " CUrSeUrS stfroM -- 'els 

* -a fonction cetone de ce atetoiue e, a ,a Jmatio Z ^ T" 
c-apres comme «Diol,, En outre> ta _ ' 7 - 

etant connue il est aW • .... P ' " S6qUMCe du 8 4 « 

nmtagenese dan. ,a ZL +Z ' ^ * ^ <" de 

Bio,. .^SSS^;* - - a,., ( ,99 5 , , 

4925-4930). Sa sequence est n„, ' ° ^ Acad ' Sci ' U ^ 94, 

WO9 6 ,2 8 20e.es,a:e::,e: p rd~r': *"* " " * 

code d'acces IFO 203. Lea V Fem,enta,i °" °**a 0FO) sous le 

d=ma„de a titre de r^Z^T '"^ * " »*~ 

Toutefots, nen „e , aissait supposer que ^ ^ ^ 



mammifere pouvait etre exprime, et plus particulierement exprime sous sa forme 
active, par une levure. En outre, rien ne permettait d'envisager qu'une telle levure 
serait capable d'utiliser un steroide comme substrat. En effet, le gene Cyp7b est un 
gene isole chez les mammiferes, notamment le rat, la souris et l'homme, chez lesquels 
l'enzyme codee par ce gene appartient a la famille des enzymes communement 
appelees « cytochromes P450 », dont la forme active renferme de Theme (Poulos, 
1988, Pharm. Res., 5, 67-75) et qui sont impliquees dans les voies metaboliques des 
steroides (voir Rose et al. ,1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 4925-4930). La 
proteine Cyp7b est une hydroxylase , et plus particulierement une 7-hydroxylase 
permeftant d'obtenir des steroides 7-hydroxyles, et plus particulierement des steroides 
7a-hydroxyles. Neanmoins, il est possible d'envisager le cas particulier pour lequel le 
substrat steroidien est un equivalent des composes steroidiens connus, dans lequel par 
modification de la structure de Tun des cycles la « position naturellement 7» soft 
transformee en un « equivalent position 6 ». Dans ce cas precis, la proteine Cyp7b 
permettrait d'obtenir des steroides 6-hydroxyles. 

Selon un cas prefere dei' invention, Taction sur le compose « Diol » decrit 
plus haut de l'enzyme Cyp7b exprimee dans les levures utilisees permet la formation 
d'un 3,7, 17- triol, ci-apres denomme « Triol ». En outre, lorsque la fonction 30H 
dudit diol ou dudit triol est acetylee, on parlera respectivement d'« acetyl-diol » ou 
d'« acetyl-triol ». 

La nature des steroides hydroxyles et/ou acetyles produits selon le precede 
de Tinvention depend par consequent de la possibilite pour la levure d'exprimer ou 
non les fonctions d'acetylation codee par le gene at/2, et/ou de deshydrogenation, 
codee par le gene yill24w , en combinaison avec la possibilite pour ladite levure 
d'exprimer l'enzyme d'hydroxylation Cyp7b. 

De preference, les composes que Ton souhaitera produire selon la presente 
invention seront des composes hydroxyles, dans la mesure ou, pour un grand nombre 
de steroides, il a ete montre que le derive hydroxyle etait plus actif que le derive 
acetyle. Neanmoins, a cet egard, il convient de noter que la fonction acetyle est 
susceptible d'etre progressivement hydrolysee in vivo et peut done constituer une 
forme retard de la forme hydroxylee (e'est a.dire que le compose tel qu'administre au 
patient n'est pas la forme active mais que cette forme active est obtenue in vivo, apres 
metabolisation naturelle du compose acetyle). C'est pourquoi la presente invention 
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par exempt le giycero! „ u ^ ^ ^ ™ Mb. ,ue 

souses de s ,!':;:^r rr a est ^ ,emeM — <* 
active j.trr; manipuia<ion **** - 
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Enfin, il est possible d'udliser des souches a,a c'est a dire H 
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cel ,es d ee rit es dans Cane, a ^LT^'T "2 ^ *" 

ou dans la demande de breve, franeais FR2774,,, ' ^ 3 ' ? - 324) 
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qui ne sont actifs qu'en presence d'une stimulation exterieure (Guarente et al., 1982, 
Proc. Natl. Acad. Sci., 79, 7410-7414) ou lorsque les levures sont en phase stationnairj 
(Panaretou et al., 1992, Eur. J. Biochem., 206, 635-640). L'utilisation d'un gene at/2 
place sous controle d'un tel promoteur permet par consequent de controler 1'activite 
APAT chez la levure renfermant un tel gene recombine. 

De la meme facon, la presence chez la levure utilisee dans le procede de 
l'invention d'une activite endogene similaire a 1'activite 17BDH des mammiferes 
(codee par le gene yill24w) mene a la formation de composes reduits qui peuvent 
apporter une valeur ajoutee par rapport au produit non modifie. Inversement, il peut 
egalement etre souhaitable de disposer de souches de levure ou des conditions de 
culture pour lesquelles 1'activite du gene yill24w est reduite ou supprimee. Ainsi, il est 
possible de faire appel a des conditions de culture en milieu oxydatif ou a l'utilisation 
de souches de levures dans lesquelles le gene yil!24w a ete inactive. 

Bien entendu, selon des cas preferes de l'invention pour lesquels il est 
interessant d'obtenir des composes, reduits, il est possible de disposer de souches de 
levure capables de surexprimer le gene yiU24w ou d'exprimer 1'activite 17BDH a un 
moment privilegie de la bioconversion, par exemple par l'utilisation de souches pour 
lesquelles le gene yill 24w est place sous le controle d'un promoteur inductible tel que 
ceux decrits plus haut. 

II est bien entendu possible de modifier en outre la fonction acetyle 
obtenue apres Taction de 1'activite APAT lors du procede de l'invention mettant en 
ceuvre une souche de levure atf2+, par exemple en transformant ladite souche de 
levure afin qu'elle exprime en outre une activite enzymatique reagissant sur ce 
substrat. On peut ainsi obtenir des derives steroidiens methyles, lorsque le gene en 
question code pour une enzyme a activite methylase. 

Parmi les substrats precurseurs de steroi'des utilisables dans la presente 
invention, il faut citer les steroides ou precurseurs de steroides possedant une position 
7- hydroxylable, c'est a dire accessible et susceptible d'etre hydroxylee par une 
enzyme presentant une activite hydroxylase. Des exemples de telles positions 
hydroxylases consistent notamment en un carbone, un soufre, un azote. 

Parmi les substrats precurseurs de steroides utilisables dans la presente 
invention, il faut citer plus particulierement les steroides 3-hydroxyles et notamment 
les steroides 3-p-hydroxyles, ou possedant une fonction 3-ceto. 



7 



le 25- hydroxy l holes X ? D f * 2 teStOStoOM - " P-gnendone, ,a propone, 
>7p-dJ 16 3P-.7p.dio!, on ,e 5-o:-a„dros t ene-3 P - 

>""»■<*«. &WnccW w Wo ^_ ^ 

— Jzztrjz :rir, ces ; evures ~ - « 

precurseur des stero.des so»I2 ' ' " de ^ « 

20 invention. " P °" ~ d " " ~™ " P»»« «*» la prfaente 

fcvorab.es £ TT"^" 8 " <" ^ ^ « P*- 

para m4t re q ipe t ri;l T ,0n ^ " ^ » ^ 

P Ut 6tre aiseme nt optimise par 1'homme du metier. 

» notanrmen, * *" ' ™* ^ ™ BD - ™BC contenan, 

cours de precede o de seW 1 ' " "'^ " C ° m "° Siti ° n d " en 

eho,si dans ,e cas du pron, t CYC, eH mi " e " minimUm S " a 

30 eas du protnoteur TEFI, WG S< ' eC " 0nn * dms k 

Les conditions additionnelles de culture ™, r.„ 
mais peuvent etre optimisees. eondmons habituelles 



8 



Les quantites de precurseur ajoutees au milieu de culture dans le cadre du 
precede de 1 'invention seront choisies de maniere a obtenir une concentration dans le 
milieu de bioconversion comprise entre 10 et 200 (ig/ml, preferentiellement comprise 
entre20et 100 (ig/ml. 

Les levures utilisees dans le cadre de l'invention sont des souches 
transformees de facon a exprimer le produit du gene Cyp7b. Cela signifie que lesdites 
souches ont ete prealablement modifiees de facon a introduire le gene Cyp7b dans les 
levures et permettre son expression. Pour ce qui cohcerne la transformation des levures 
afin d'exprimer le gene Cyp7b, il est possible introduire ce gene soit dans le genome 
de la levure, soit de facon a ce qu'il ait une localisation extrachromosomale. A ces 
effets, on peut utiliser des systemes de type plasmidique, circulaires ou lineaires. Parmi 
les plasmides comportant des origines de replication de la levure, on peut citer les 
- plasmides derives du plasmide 2u de Saccharomyces, lequel comportera de preference 
comme marqueur de selection, soit un marqueur de selection de resistance aux 
antibiotiques, par exemple le gene G418R, soit au moins un marqueur d'auxotrophie 
tel que URA3, URA3d LEU2. De telles techniques de transformation sont bien 
decrites dans la litterature et ne presentent pas de difficulte particuliere. 

Pour ce qui concerne le gene Cyp7b, sa sequence nucleique (Institute for 
Fermentation Osaka (IFO), code d'acces IFO 2031 ou SEQ ID N01) peut etre clonee 
sous le controle d'un promoteur de levure tel que CYC1 (Degryse et al. Yeast (1995), 
il, pp. 629-640), TEF1 (Cotrelle et al., 1985, J. Biol. Chem., 260, 3090-3096) ou 
TDH3 (Bitter and Egan, 1984, Gene, 32, 263-274) afin de permettre son expression 
dans les levures transformees. 

Le precede de l'invention comporte en outre une etape selon laquelle les 
steroides produits sont isoles du milieu. Une telle etape ne constitue pas un element 
crucial dudit precede et peut mettre en ceuvre differentes techniques generalement 
utilisees dans le domaine de la purification des steroides (chromatographic HPLC 
...). 

L'invention concerne, en outre, les nouveaux steroides hydroxyles qui 
peuvent etre obtenus par le precede decrit precedemment ainsi que leur utilisation dans 
le cadre d'applications therapeutique ou prophylactique, notamment a titre de 
ne^teroYdes^pour la preparation d'un medicament destine au traitement du corps 
humain ou animal. 
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Ella concerne egalement des compositions, notamment phannaceutioues 
refennant de tels nouveaux steroides hydroxyles Ces co^Y u 
renfrrm^ yaroxyies. Ces compositions pharmaceutiques 

-*-»-« - ou, re un ou p.usieu, support acceptab]e ^ ' 
«,ue. U„ „ support ± prff6renaeIlement 

^ aiUeurs, „ tel support peut renfenner ^ 

' ,qUide ^ - « <,ue de ,-eau st e ri ,e non 

Pyrogene. Le P H de ,a &nDulation est en outre ^ „ » 

.0 aux ex.geuces d^Usauon „ w v. La fomu , adon peut , galement ^ ^ 
un adjuvan, ou u„ exc ip ien, acce P ,aMe dWpoin, de vue P „a„ iq ue, de mtae 
,ue des a 8 e„,s de so,u„ ilis a n on, de st a bili sa„„„, de ^ervanon. Pour J 

inj eca W e, „„ pr4ftre une fomw , a(ion en ^ 
™ ~oue. B„e P eu t e*e pr&entte en dose ^ ou ^ 
fonne llqu ,de „u seche „ susoeptib , e 

maniere extem P oianee P ar un diluant a PP ro P rie. 

eons,™,™^ eXemP ' eS Ci " aPr4S Pem,et,r0n, de """>-*» "* ■*■»*• * 
o«„„ des vec.eurs e, de transfusion des levures m ais U s-agi, , a pour 

20 o ,7 H te0hn ° ,0gieS S ° n ' ^ ~ de ""-» * -«-. Lea vlel 
20 son, deems dans Degrysee,*, (Yeas, (,995), U, Pp . 629-640 ). 

d-ex. , " ^ entendU rfeU " a,S ^ deSS0US » « "onnes „■» ntre 

dexemp.es. A.ns,, ,es t aux ob.enus, par exe mpl e dans les m ani P u,a«,o„s de 
b.o_o„, „e son, donnes „„•* , itre indicatif , et ne reprfsement J^ul 
revend,ca„o„ de >a capaei.e m ax lm a,e du s yst e m e en eondinons op llmiS ees 
25 EXEMPT F 1 

r S ^SSr^ rGTCTGGAGCCACGACCCTA > - —an, ainsi „ 
(Sa<eaegegntre a ge n eteeaa) ,n,roduisan< un site Mlul apres le codon stop. 
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Le premier produit de PCR est sous-clone apres une restriction Sail Mlul 
dans le site Sail Mlul du vecteur equivalent a pTG10164 ( Degryse et al., Yeast 
(1995), 11, pp. 629-640). Ceci conduit a un vecteur pTG14010 contenant le gene 
Cyp7b sous controle du promoteur CYC1 (Degryse et al. Yeast (1995), U, pp. 629- 
640 )dans un environnement 2u et avec le gene G418R (neo). 

Ensuite, le promoteur TEF1 (Cotrelle et al., 1985, J. Biol. Chem., 260, 
3090-3096) est clone par echange Clal Sail, ce qui conduit au vecteur pTG1401 1, les 
plasmides correspondents sont decrits dans Particle de Yeast pre- cite. 

Par la methode de recombinaison deja decrite dans l'article de Yeast, le 
bloc d'expression NotI contenant le promoteur CYC1 (respectivement, TEF1) a ete 
introduit dans le plasmide base sur le 2 micron pTG10042 (respectivement, 
pTG10092) contenant le gene URA3d pour donner le plasmide pTG14012 
(respectivement, pTG14014). Le plasmide pTG14015 a ete construit de la meme fa 9 on 
que pTG14014, a partir de pTG10220, qui porte le gene URA3, comme gene de 
selection. 

Le gene URA3d a ete choisi jJarce qu'il conduit a une selection pour un 
tres grand nombre de copies en milieu minimum. Le gene URA3 produit un nombre 
moyen de copies, et la pression de selection est raisonnable en milieu minimum. 

Les plasmides pTG14012, pTG14014 et pTG14015 ont ete introduits par 
transformation dans la souche FY1679-28c, les transformants selectionnes sur un 
milieu minimal approprie puis stockes. 

On trouvera ci-apres un resume des vecteurs d'expression pour cyp7b : 



PLASMIDE 


PROMOTEUR 


MAROUEUR DE SELECTION 








pTG14011 


TEF1 


G418R 


PTG14012 


CYC1 


URA3d 


PTG14014 


TEF1 


URA3d 


PTG14015 


TEF1 


URA3 
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Tous les vecteurs contiennent le replicon d'F mi' ♦ „ • 

plasmide2 M delevure. P " d E " Coh et 1 °"gine de replication du 

Les levures utilisees sont : 

FY1679-28c (Mata ura3-52 tmi « , „ 
5 secant MatadeFYl679. ^ " 1 ^ ^ GAL - 

TGY202 et TGY206 sont des derives TRP1 nht, 
^ S »~^ 

TGY^er'd 6 ' " 6 ^ ^ ^ ^ -place. par 

KA3. TGY186 est un denve de TGY156 dans lequel le ,ene URA. . 
10 ete remplace par TEFl • PGK1 c„ p 3U l0CUS atf2 a 

P iWl • .PGK1 sous forme de bloc d'expression 

1994, Nucleic Aoids Res _ 22 ^ 6 ; 16 > « "ectnoporauon (Nacaen e, a.., 
15 .EXEMPT £ 2 

BioconVfirgir.r| 

S upp Km e„"i s :r ,ses en croissance sur ™ ™~ 
» Le mi ^™::z7r t cornpos " ion que - ^ * * 

m "^(^«Ha source decarbone) est S uppl 6ment6avec „ w . 
casauuno ac.des (e„ p,us des nutrients „ teessaires pour „ ™* W " * 

I^rsque le milieu de croissance conuent du glycerol ray, u , 
egaleuren, I-*- * WS pour faire dWer ,a culture. § " 

Un aliquote de la precullure eat utilise pour inoculer 1 0 m , „ •■■ 
' CU " Ure «« ™ *-* <>P.i,ue a 600 nn, de 0 1 e, ,a vZ 1 t. , " 

melange terguol/ethanol 50/50 i ,0 m „/ , DHEA est solubtlisee dans un 

— * de ,e raP s „ a uo r n a : raomeni a 

extrai, ,es sterol alin de les doser. * « •* 61 « 

On ajoute au milieu de culture 4 ml Hp a~ ui 

— au vortea pendant ,0 nrinutes J ^ ^3 ' " ^ " 

use aur ant 3 minutes a 3 000 
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tours/minute. La phase organique est sechee sous un flux d'azote a 50°C. On ajoute au 
residu 500 ul de dichloromethane, l'echantillon est passe au vortex rapidement puis 
seche comme precedemment. Le residu est repris dans un melange isopropanol/eau 
90/10 et transfere dans des tubes a injection qui sont scelles. L'echantillon est analyse 
par HPLC contre des standards composes de DHEA, 7-hydroxy DHEA et acetyle 
DHEA. Quelques standards contiennent en plus la 5-androstene-3p-17p-diol. 

Les differents milieux de culture qui ont ete utilises sont YPG, YNBD 
(glucose a 2%) et YNBG (glycerol a 2%, glucose a 0,1%). 

Les resultats obtenus sont rassembles dans les exemples ci-apres : 
EXEMPLE 3 

. Mise en evi dence d'une activite intrinseaue 1 7-deshvdrogenase chez la levure 

L'incubation de TGY202 et de l'acetyl-DHEA pendant 49 heures dans le 
YNBD a permis d'isoler l'acetyl-diol, indiquant une activite deshydrogenase chez la 
levure. 

La caracterisation du produit obtenu a permis de determiner que cette 
activite est similaire a celle de la 1 7p-hydroxysteroide deshydrogenase des 
mammi feres ( 1 7BDH) . 

EXEMPLE 4 

Identification du gene vill24w co d ant nour l'activite 17BDH de la levure 
Saccharomvces cerevisiae 

Le gene yill24w a ete amplifie par PCR en utilisant les amorces 
gactgtcgacaaGTATGTCGGAGTTACAGTCACAAC et ctacacgCGTGGTGTACAA- 
ACTATACGGAA qui introduisent respectivement des sites de restriction Sail et Mlul. 
Le produite de 1' amplification apres restriction par les enzymes Sail et Mlul a ete sous- 
clone dans le vecteur de levure pTG 10851 pour donner le vecteur pTG 14491. le gene 
yill24w est ainsi sous le controle du promoteur de levure TEF1 et du terminateur de 
levure PGK1. L'origine de replication est le 2-micron et le marqueur de selection est le 
gene de resistance au G4 1 8. 
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Apres transforation de TGY206 par pTGI4491, on effectue ane 
btoconverston pendant 24 heures dans ,e milieu YNBD, en utilisan, ,a DHEA en tan, 
que substrat. Les steroVdes present dans ,e tnita de culture son, ana.yses . 
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DHEA 


Diol 


TGY206 


62 


13 


TGY206-pTG 14491 


27 ^ , 


52 
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Ces reaultats coniirmen, Pactivite 17BDH du gene^„, e, monrren, one sa 
surexpress,on perrne, de prodaire des derives steroidiens reduiis. 
EXEMPT F s 

Generation d'un mutant Kn^.n,„ r our ,„ rfn , m ,„„ 

Le plasmide P TG,4491 a ete restrein, par PstI e, Ncol (ai.es de restriction 
unrques dans ,a sequence codan,e de W e, ,es bouts cobesifs on, ete T 
ft- par 1ADN po lym erase de T4. L e g ene TJRA3, es, a,ors Cone dturs ce p^ 
afin que la sequence eodante de v,7/2*v soil mtemm „„ P^mtde, 
URA3 - A . , *'^ SO,tultOTOm P u «P«cemarqueur deselection 

^ 7 PTO14584 ^ ' e *" ^ ^ " ■*» ^ de 

tiaducon que ,e g e„e TiL,24w. Apres restriction de pTG145 8 4 par San e, Mini ,e 

TGY 02 e, TGY206, e, !es cotonies recombinant son, selectionnees sur YNBD + 

. Se,eC "° n 6,an ' P0Ur ™ I— Pour IWHe. Son, ainsi obtenues 
respecttvement les souches TGY279 et TGY282. 

acetyl DHEA^d « TO « B - ^ « P— » * DHEA ou 

r f!^!^!~^^ 24h e, les produits ob.enus son, nresures. 
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TGY282 


86 


0 


0 


1° 




Substrat acetyl-DHEA 


TGY206 


4 


34 


7 


20 


TGY282 


16 


46 


0 


0 



Resultats exprimes en ug/ml extrait du milieu de culture. 



II apparait done clairement que la soucHe TGY282 n 'est plus capable de 
reduire le DHEA ou l'acetyle-DHEA en resp. diol ou acetyl-diol. Ceci confirme 
Tinactivation du gene yil 1 24w, ainsi que de sa fonction 17-deshydrogenase. 

Par ailleurs, il est possible d'observer que la levure possede une activite 
intrinseque de desacetylation de l'acetyl-DHEA en DHEA. Ainsi, 1' identification du 
gene rsponsable et sa sur-expression par rapport a l'activite APAT permettra de 
produire des steroi'des sans utiliser des mutants du gene at/2. 

EXEMPLE 6 

Mise en oeuvre du procede selon l a presente invention pour obtenir la 7-hvdroxv- 
DHEA a partir de la DHEA. en utilisan t la souche TGY202. transformee avec le.s 
plasmides d'expression de cvplh. 

La souche TGY202 transformee avec les plasmides pTG14012, pTG14014 
ou pTG14015 est incubee en presence de DHEA (40jag/ml) dans un milieu YPG, 
pendant 48 heures, et la presence de 7-hydroxy-DHEA (7aHO-DHEA) est evaluee 
dans le milieu. 



Les resultats sont rassembles au tableau ci-apres : 



TGY202 


7-HYDROXY DHEA 


pTG14012 


4.2 



pTG14014 



pTG14015 
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La presence de 7aHO-DHEA dans ie miiieu indique que le gene cy p7b es , 
expnme sons nne forme active pennetian, ,a bioconvercion da ,a DHEA en 7aHO- 
DHEA par ,a ,evure. Ainsi, t „ ut substia, po.entie, de CypTb pen, e«re hydroxy,, in vivo 
par nne souche de levure exprimant cyp7b. 

que CYCI 7 T"' ^ indi<,Ue °' *" " TEFl « ■*» 

que CYCI, e, one <e marqnenr de selection URA3d donqe de meinour* resu,,a,s qne ,e 

marqueur URA3. q e 



EXEMPT F 7 

des condition, de ferni m ,., im 

TGY202- P TGI40,2 e, TGY202-pTG140,4 son, incubees dans ,es nritieux 
VNBD e, YNBG pendan, 48 h e„,es, en presence de DHEA (40^) aJ on,ee au 
miheu ,mn,ed,a,emen, apres inoculation, on apres 8 heures d'incubanon 
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Les resultats sont rassembles dans le tableau suivant : 





DHEA (40p.g/ml) ajoutee a t 0 


Milieu 


YNBD 




YNBG 


1 




TGY202- 
pTG14012 


TGY202- 
pTG14014 


TGY202-* 
PTG14012 


TGY202- 1 


acetyl-DHEA 


20.1 


9.6 


65.2 


55 R 


acetyf-diol 










acetyl-triol 








— 


DHEA 


0 


0 


5.7 


1.1 


Diol 


0 


2.9 


0 


0 1 


7aHO-DHEA 


52.3 


35.6 


25.1 


37.2 


Triol 


27.5 


51.9 , 


4.0 


5 4 1 














DHEA (40ng/ml) ajoutee a t 0 + 8 heures 


— ^ 


acetyl-DHEA 


3.0 


2,0 


25.1 


0 


acetyl-diol 










acetyl-triol 










DHEA 


0 


0 


17.3 


3.4 


Diol 


1.5 


0 


7.4 . 


0 


7ocHO-DHEA 


40.6 


53.1 


36.9 


81.5 


Triol 


54.9 


44.9 


13.3 


15.1 



Exprime en % de produit accumule 

On constate ainsi une influence du milieu de fermentation et du moment de 
1'apport du substrat DHEA pour la production selective de 7aHO-DHEA, une 
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inoculation tardive donnant en general de meilleurs resultats, et le milieu YNBG etant 
superieur aux autres milieux . 

EXEMPT ,F. R 
^^^^ 

rutihsation de souches TfO pour ractiyjtg apat 

TGY206-pTG14014 est incubee dans du YNBD en presence de DHEA 
(lOOpg/ml) pendant 49 heures. 

L'analyse des produits obtenus indique que l'on recupere 100% de 7aHO 
DHEA(91.7p.g/ml). 

Lorsque le milieu de culture est YNBG, on obtient un melange de 7aHO- 
DHEA (89%, 73.8 M g/ m l), Triol (6%, 5ug/ml) et DHEA (5.3%, 4.4 M g/ml). 

Ces observations indiquent qu'en l'absence d'activite APAT on evite la 
production de derives acetyles. En revanche, la presence de 1'activite' intrinseque 
17BDH mene a une presence contaminante'des Diol ou Triol. 
EXEMPT ,F. Q 

Production preferentielle du Trio] ' 

L'incubation de TGY206-pTG14014 en presence de Diol (lOOp.g/ml) , 
pendant 48 heures mene a la production de 26.4 ng/ml Triol (36%) des produits finaux 
74% de Diol restant) dans le YNBG. L'utilisation de YNBD donne un taux de' 
bioconversion de 100%. 

Ces resultats montrent qu'en changeant le milieu de fermentation, on pent 
canahser la production de metabolites a partir d'un substrat. En particulier, on pent 
augment concevoir que la suppression du gene yU124w permet une accumulation 
rap.de e</ou complete de derives reduits. En couplant cette surexpression avec celle de 
cy P 7b, on peut ainsi about.r a une conversion quasi-totale en Triol, a partir de DHEA 
comme substrat de depart. 
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EXEMPLE 1 0 

Production preferentielle de I'acetvl-DHEA par ^utilisation dW sonnh^ d« lgvure 
KO pour l'activite 17BDH 

Les souches TGY202 et TGY279 ont ete incubees avec le DHEA pendant 
24 heures dans le milieu de culture YPD, et les steroides produits mesures. 





DHEA 


Ac-DHEA 


Diol 


Ac-Diol 


TGY202 


1 


84 


14 


1 


TGY279 


3 


96 


0 


1 



Resultats exprimes en pourcentage du total des steroides extraits du milieu de culture 

II apparait clairement que la souche TGY279 transforme quasi totalement 
le DHEA en acetyl-DHEA, en l'absence de l'activite 1 7BDH. 
) EXEMPLE 1 1 • 

Production exclusive de 7aHO-DHF.A par l'utilisation de la souche TGY282. KO p n,,r 
les activites APAT et 1 7R DH. et exnrimant ty p 7h 

Les souches TGY279 et TGY282 sont transformees avec le plasmide 
PTG14011 et selectionnees sur YPG + G418. L'incubation des souches transformees 
dans le milieu YPD pendant 24 heures, en utilisant le DHEA en tant que substrat, 
permet de mesurer les taux des steroides produits par ces souches. 





DHEA 


Ac-DHEA 


Diol 


Ac-Diol 


7aHO-DHEA 


TGY279-pTG14011 


3 


49 


1 


0 


47 


TGY282-pTGl40U 


31 


0 


1 


0 


68 



Resultats exprimes en pourcentage du total des steroides extraits du milieu de culture 
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Bien que la bioconversion ne soit pas alle au bout dans cette experience 
on voit que la souche TGY282-pTG1401 1 produit exclusivement du 7aHO-DHEA A 
partir du DHEA, alors qu'une souche contenant egalement 1'activite APAT produit- 
non seulement du 7aHO-DHEA, mais aussi de 1'acetyl-DHEA. 
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RE VENDIC A TTOMS 

1) Procede de production de steroides hydroxyles et/ou acetyles 
comprenant les etapes selon lesquelles : 

• on cultive des levures sur un milieu comprenant au moins un 
precurseur de tels steroides hydroxyles et/ou acetyles, puis 

• on isole les steroides hydroxyles et/ou acetyles du milieu apres 
bioconversion, 

ledit procede etant caracterise en ce que lesdites levures sont des levures transformees 
de facon a exprimer le produit du gene Cyp7b. 

2) Procede selon la revendication 1 de production de steroide hydroxyle, 
caracterise en ce lesdites levures ont une activite APAT faible ou nulle et/ou en ce que 
Ton cultive lesdites levures dans des conditions oxydatives. 

3) Procede selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ledit 
precurseur contient une position 7 susceptible d'etre hydrOxylee. 

4) Procede selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit 
precurseur est un steroide 3-hydroxyIe, de preference 3 (3 -hydroxyle, ou possedant une 
fonction 3-ceto. 

5) Procede selon la revendication 1 a 4, caracterise en ce que ledit 
precurseur est choisi parmi les steroides a structure de type androstanique, 
androstenique, pregnanique, pregnenique, cholanique, cholenique, cholesterique, 
ergotanique, ergostenique, testosteronique ou stigmamique. 

6) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que le precurseur est 
choisi parmi le groupe consistant en la DHEA, la testosterone, la pregnenolone, la 
pregnanolone, le 25-hydroxy-cholesterol, le 5-a-androstane-3|3-17{3-diol, et le 5-a- 
androstene-3 P- 1 7P-diol. 

7) Procede selon Tune des revendications 2 a 6, caracterise en ce que 
1 'activite APAT de la levure a ete rendu faible ou nulle par inactivation du gene at/2 ou 
par utilisation d'un mutant atf2'. 
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8) Precede selon 1'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
levure porte egalement une activite deshydrogenase. 

9) Precede selon la revendication 8, caracterise en ce que l'activite 
deshydrogenase est une 1 7-deshydrogenase qui conduit a un derive 17-hydroxyle. 

10) Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que l'activite 17- 
deshydrogenase est portee par le gene yill 24w. 

11) Precede selon l'une des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 
l'activite 1 7-deshydrogenase de la levure a ete rendue faible ou nulle, en particulier par 
inactivation du gene yill 24w ou utilisation d'un mutant yill 24w. ' 

12) Precede selon l'une des revendications l a 11, caracterise en ce que la 
levure est du genre Saccharomyces. 

13) Precede selon l'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce que le 
gene Cyp7b est sous le controle d'un promoteur levure choisi parmi CYCl TEF1 et 
TDH3. 

14) Sterolde hydroxyle et/ou acetyle caracterise en ce qu' il peut etre 
obtenu par le procede selon l'une des revendications 1 a 13. 

15) Souche de levure possedant une activite 1 7-deshydrogenase nulle par 
inactivation du gene yil 1 24w. 

16) Souche de levure transformee avec un plasmide comprenant une 
20 cassette d'expression exprimant le gene Cyp7b. 

.17) Utilisation d'un steroide selon la revendication 14, pour la preparation 
d'un medicament pour le traitement de maladies du systeme nerveux central. 
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